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Can physical stress be measured in urine using the
parameter antioxidative potential?
Abstract
Although regular exercise is known to promote health, it is also well
known that competetive sports can lead to an increase of free radical
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Usingchemoluminescence,theAOPwasmeasuredinthespontaneous
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Further, the parameters creatinin and uric acid were measured.
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Introduction
The antioxidant system is a mechanism which protects
thebody’scellsagainstendogenousandexogenousfree
radicals,andestablishesanequilibriumthatallowsendo-
genousradicalstoperformnecessarycellfunctions,while
preventing damaging effects by exogenous radicals [1].
This results in a decrease of toxic radical effects and de-
creaseddamagetotheorganism.Substanceswhichreact
with radicals and neutralize their radical nature are
termed antioxidants [2]. The antioxidative metabolic
systemiscomplexandconnectedtomanyothermetabol-
icsystemsofthebody.Adevelopingimbalancecancause
diseases or aggravate existing ones. It has been proven
thattheactivityoftheimmunesystemisstronglyconnect-
ed to the antioxidant metabolic system [3], [4], [5]. Simi-
larly,thereisabroadconsensusthatphysicalstressleads
to radical formation (among other things) [6], so that the
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stress than during resting (basal) phases [7]. Under
training conditions, up to 5% of the oxygen molecules
taken up are converted into superoxide radicals [8]. In
addition, a local inflammatory reaction in the muscle tis-
suecanleadtoincreasedformationoffreeradicals.This
is caused by the infiltration of leukocytes into the stress-
inflamedmuscletissue[9],wheretheleukocytesproduce
freeradicals,whichfunctionassecondmessengers[10].
The consequence of radical formation is decreased anti-
oxidative potential.
In vivo detection of radicals is hardly possible, since they
are extremely reactive and short-lived. Nevertheless, dif-
ferent biological markers exist which are the reaction
products of radicals, e.g., oxidized guanosine (8-oxo-dG),
is a marker for radical-damaged DNA, and is excreted in
the urine; exhaled ethane is a marker for the lipoperoxid-
ation of n-3 fatty acids by radicals [11], [12]; and the
β-carotincontentisameasureoftheantioxidativepoten-
tial of the skin [13], [14], [15].
Substances that can react with radicals by interrupting
the radikal chain reaction have a reductive (an antioxid-
ative)character.Thesumoftheantioxidativesubstances
available in a system is called the AOP (antioxidative po-
tential),atermwhichwasintroduced1989byPopovand
Lewin[16].TheAOPisdeterminedbyasetofcompounds
which are present in different concentrations [16], [17].
It is expedient to differentiate between the antioxidative
capacity of water-soluble (ACW) and fat-soluble compon-
ents (antioxidative capacity of lipid soluble components,
ACL). The ACW value is usually given in ascorbic acid
equivalents, and the ACL usually in Trolox equivalents.
AOP is represented by different substances in different
biological systems. In humans, blood, plasma, uric acid,
ascorbicacid,bilirubin-boundalbumin,andceruloplasmin
are regarded as the main components of the ACW [18].
Thebiologicalvalueofthesecompoundscandifferwidely.
In plasma, uric acid is the chief component of the AOP.
A further important component of the AOP is ascorbic
acid. If the AOP is measured as a sum parameter, for in-
stance,with chemoluminescence,a numberof unknown
compounds which likewise work as radical inhibitors will
also be measured.
As opposed to normal, recreational sports or exercise, is
competetive sports are a form of stress for the human
body[19].Inpsychology,stressisdefinedasacontinuous
adverse situation, the avoidance of which appears sub-
jectively important, but the individual lacks the certainty
of being able to terminate it [20]. One must differentiate
between controllable positive stress and uncontrollable
negative stress. Medically speaking, stress is a factor
whichendangersanindividual’shealth.Ifthesympathetic
nervoussystemisactivatedbystress,thebodyincreases
its release of the stress hormones adrenalin and norad-
renalin. Stress can also exert negative effects via the
hormone cortisol. In addition, stress leads to the genera-
tion of free radicals [21], [22]. The clinical chemical
measurementofhormonesiscomplexandthecorrelation
withtotalstressisfrequentlyquestionable.Theparameter
AOP could represent an an alternative to this, since it is
easily detectable as a sum parameter and provides a
measureoftheradicalload.Therefore,thepresentstudy
examined whether the AOP is suitable as a screening
parameter to measure physical stress.
Materials and methods
Two separate studies were conducted. Study I took place
during a recreational Tae kwondo training camp. 17
subjects(14men,3women)participated.For8days,the
participants completed two 1.5-hour training units per
day. Two urine samples per participant and day were
collected, one in the morning before training and one in
the evening after the second training unit. The samples
werecodedandfrozenimmediatelyat–20°C.Inaddition,
thebodyweight,bloodpressureandpulseofeachsubject
were recorded. In the urine samples, the parameters
AOPtotal, uric-acid-independent AOP (AOPU) were deter-
mined, as well as the uric acid and creatinine content.
Before analysis, the samples were allowed to thaw
overnight in the refrigerator and were centrifuged after
mixingbriefly,inordertoseparatesuspendedmatterand
sediment.
The participants in study II were five male Taekwondo
athletes (Taekwondo) preparing for a championship. The
training level of these athletes was higher than that of
the participants in study I and the load much more inten-
sive. In contrast to the participants in study I, all Taek-
wondo were uniformly trained and received exactly the
same diet. The study lasted 5 days. All parameters were
measured and substances sampled using the same pro-
cedures as in study I.
AOPtotalandAOPUweredeterminedbymeansofchemolu-
minescence using a Photochem
® device (Analytik Jena,
Jena, Germany). The software version 5.1.12 was used.
Photometricmeasurementsweretakenwiththespectro-
meterUltrospec4000(PharmaciaBiotech,Sweden).The
chemicalsemployedhadp.aquality?unlessnotedother-
wise. For all investigations, high-purity water was used
(Reinstwasser-System, SG Wasseraufbereitung und Re-
generierstationGmbH,Barsbüttel,Germany).Theuricase
used(Serva,Heidelberg,Germany)hadanactivityof4.43
U/mg. The reaction solution made of it was good for 7 h
at 4°C.
For the determination of the AOPtotal and the AOPU, the
ACWkit(AnalytikJena,Jena)wasused.Theuricacidwas
determined with the “5+1 fluid uric acid kit” (MTI
DIAGNOSTICs), and creatinine with the DRI
® Creatinine
Detect
® test (microgenetics GmbH).
To determine the AOPtotal, the reagents contained in the
kit – R 1 (diluent), R 2 (buffer pH 14), R 3 (photosensi-
tizer) and R4 (ascorbic acid calibration solution) – were
used in the quantities indicated in Table 1.
The centrifuged urine diluted for the ACW x and 1:10 for
the AOPU. The measurement temperature was 4°C. For
AOPU determination, 10 µl uricase solution (8 U/10µl)
was added to 10 µl of the centrifuged and diluted urine
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Table 2: Descriptive statistics of the results of study I (mg/g creatinine)
Table 3: Percent of uric acid in the parameter AOPtotal
sample (1:10) (Table 1). The resulting solution was then
incubatedfor5 minat37°C. Subsequently, thereagents
were added according as presented in Table 1. For
measurement, it is crucial that R1 and R2 be at ambient
temperature.Ontheotherhand,thephotosensitizer(R3)
and the ascorbic acid solution (R4) must be kept in a
separate box at 4°C until the moment it is added to the
reaction mixture [23].
The ascorbic acid equivalents are calculated using the
formula:
The statistical analysis was performed with the program
PASWStatistics18
®(IBM).Theparameterswereintended
for the descriptive statistics, and Pearson’s correlation
was calculated and tested for significance.
Results
Study I
In the urine samples, the parameters uric acid, AOPtotal
and AOPU were determined and standardized to the cre-
atinine excretion. The results are summarized in Table 2.
Inorderdrawconclusionsabouttherelationbetweenthe
parameters AOPtotal and AOPU, the proportion of uric acid
(as the difference between AOPtotal and AOPU) in the
parameter AOPtotal was determined (Table 3).
For each participant, graphs were plotted of the uric acid
level vs. AOPtotal and AOPU. Odd numbers designate the
morning values and even numbers the evening values.
For all participants, the uric acid level and the AOPtotal
correlatedhighlysignificantly(r=0.42,p=0.001,Figure1).
One example of is shown in Figure 2.
The AOPU values were clearly below the AOPtotal values.
Two examples are represented in Figure 3 and Figure 4.
Participant 12 (21-year-old male) was selected, because
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Figure 2: Uric acid levels, total antioxidative potential (AOPtotal) and the uric acid-independent antioxidative potential (values
standardized to creatinine excretion values) in participant 12 over time
he corresponded to the typical course in study II. The
otherparticipantsinstudyIshowedverydifferentcourses.
This was apparently due to various causes, such as
obesity, diet, different training load and different age
(5 participants under 17 years old).
Figure 3 (participant 12) clearly shows that the AOPU
decay to the end of the second training. After adaptation
to the training load, the AOPU values rise somewhat at
first, then drop again, and finally remain low with small
fluctuations. Frequently, the values are higher in the
morning than in the evening (Figure 3).
In the manager (male, 42 years, only organizing, no
sportive activities), the AOPU exhibited different course.
Up to the 5th day the values rise; afterwards, they return
to approximately the initial value. In the evening, the val-
ues are frequently higher than in the morning (Figure 4).
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Figure 4: Course of the uric-acid-independent antioxidative potential (AOPU) of the study manager (standardized to creatinine
excretion values)
Study II
In this study, a similar reaction pattern was present in
fouroffiveparticipants,sothatthevalueswereaveraged
(Figure5). A curve similarto thatof Figure3 results.With
increasing training duration, the AOPU decreases, al-
though starting from measuring point 4, higher values of
AOPUwerefoundinthemorningthanintheevening.The
standard deviation shows a clear tendency to decrease
from the beginning of training to the end (Figure 5).
The athlete in whom the AOPU deviated from that of the
other4study-IIparticipants(studentsorapprentices)was
employed. His initial AOPU value was at about the same
level of the others’ initial values, but then dropped
drasticallytoalmostzero.Despiteashortrecoveryphase,
a general decline was observed (Figure 6).
Discussion
This study aimed to determine whether a connection ex-
istsbetweenphysicalstressandchangeoftheantioxidat-
ive potential (AOP). According to the study design, only
spontaneous urine was available for analysis. Analyzing
24-h urine collection would have been preferable, but
was logistically impossible. An evaluation of parameters
in spontaneous urine is complicated, since this can be
more or less diluted. Particularly after physical stress, as
in the present study, more concentrated urine is to be
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Benkhai et al.: Can physical stress be measured in urine using the ...Figure 5: Average AOPU values of 4 competetive athletes in study II (standardized to creatinine excretion values)
Figure 6: Deviating course of the participant’s (study II) AOPU
expected due to sweating. In order to obviate this prob-
lem, the creatinine level in urine is also measured.
Provided that the creatinine excretion is relatively con-
stant over 24 h, the mean creatinine excretion can serve
as a reference for the measured valuesexcretion. Gener-
ally, an average creatinine excretionexcretion of 1 g/24
hisassumed.Similarly,referencetocreatinineiscommon
in screening for iodine deficiency, and supplies compar-
able results to those of 24-h urine collection [24]. Thus,
all measured values were standardized to the creatinin
excretion in this study. It must be borne in mind that age,
sex, muscle mass, and diet all have an influence on cre-
atinineexcretion[25],andthatthereferencetocreatinine
excretion is only an approximation [26]. With children
under 6–8 years of age, this method is not applicable,
since less creatinine is excreted due to the small muscle
mass [27]. The present study, however, did not include
participants of this age group.
High scatter was found in particular for the parameters
uric acid and AOPtotal in study I (Table 2), i.e., there are
large individual differences. The uric acid contents vary
between 2.24 and 1179.5 mg/g creatinine with an aver-
age value of 203.5 mg/g creatinine. The AOPtotal values
range between 19.1 and 4993.6, with an average value
of497.2mg/gcreatinine.TheaverageAOPUvalueiswith
85.4 mg/g creatinine about 17.2% of the AOPtotal and
ranges from 4.2 to 588.2 mg/g creatinine (Table 2).
A series of studies [28], [29], [30], [31] show that uric
acid constitutes a substantial proportion of the AOPtotal.
However, data are lacking to date on the relationship
AOPU/AOPtotal and/or on the proportion of the AOPtotal in
urine samples that is due to uric acid. Comparisons
between the two parameters are well-known only from
serumand/orbloodplasma.Here,theproportionsrange
from 33 to 60% (Table 4) [28], [29], [30], [31].
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When comparing the uric acid percentages, it must be
mentioned that the values were obtained with different
methods. The reasonfor the high uric acid content found
with the Total Radical Trapping Antioxidant Parameter
and Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP) method is
thatneithermethoddifferentiatesbetweenACWandACL,
but rather determine a total value [28], [29], [30], [31].
In contrast, the Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
(TEAC) only measured the ACL. This investigation also
refers to serum. The lower uric acid content found by
Milleretal.resultedfromthelowfat-solubilityofuricacid
[32], but the proportion of proteins was higher due to
their higher liposolubility.
In our group of participants, the AOPU accounts for ap-
prox. 25% of the AOPtotal. That means that the uric acid
inurinesamplesconstitutesabout75%oftheAOP(Table
3). The method used here is comparable to the TEAC
method. However, differences exist in the determined
parameter (ACW in our study, ACL in the TEAC method).
One can assume, however, that the ACW is the crucial
parameter for urine samples.
Since the AOPtotal reflects the uric acid level to an extent
of only 77% with highly significant correlation (Figure 1),
the informative value of this parameter (AOPtotal) for med-
ical studies is limited. The parallel courses of the curves
for uric acid and AOPtotal demonstrate that the parameter
AOPtotal in urine samples essentially reflects the fluctu-
ations of the uric acid concentration (Figure 1 and
Figure 2). Due to the dominating influence of uric acid,
theparameterAOPtotallosesconsiderablesensitivity,since
uricacidobscurestheinfluenceofthosecompoundswith
antioxidative potential that are present at lower concen-
trations. Therefore, the determination of the AOPU ap-
pears more meaningful. Figure 2 clearly shows that this
parameter is some orders of magnitudesmallerthan the
AOPtotal. However, the individual differences were also
considerablewiththisparameter(Table2).Thestatistical
evaluation of all 17 participants – an epidemiological
approach as in screening for iodine deficiency – proved
to provide little useful information, since individual reac-
tionpatternsarose.Theeliminationofthedataofpersons
under 17 years (consideration of the deviations in the
creatinine metabolism of adolescents) likewise provided
little distinguishing data, due to the heterogeneity of the
participants,thedifferenttrainingconditions,differences
in diet, and lower physical load/stress than in study II
(data not shown). Rather, an evaluation of the AOP must
be conducted on the individual level. This is described in
the following 2 examples.
In athlete 12 (Figure 3), the body made use of AOP re-
serves during the adaptation phase, which tended to
decrease the AOPU. Afterwards, the AOP decreased by
training. At night, regeneration occurs during the resting
phase, so that the values are higher in the morning than
in the evening. Furthermore, it was evident that a ten-
dencyexistedfortheAOPUtodecreaseduringthetraining
camp. Due to the physical load, the body relies on its
antioxidative reserves, but regeneration is not 100%.
For the study manager, who did not participate actively
in training but organized the training camp, the curve
progressed differently (Figure 4). The AOPU reached a
maximum approximately halfway through the duration of
thetrainingcamp.Contrarytoathlete12,thevalueswere
lower in the morning than in the evening. An explanation
for this process might be the psychological stress of or-
ganizing each morning.
InstudyII,fouroftheathletesshowedthesametendency
as the participant 12 (study I). After an initial adaptation
phase, in which the AOPU values dropped, the values
became relatively stable, and were clearly lower at the
end of the study than at the beginning. In three of the
fourparticipants,themorningvaluesaftertheadjustment
phase always exceeded the evening values. In the fourth
participant, this was the case only on the last two days;
prior to that, the morning values were lower than the
evening ones. The higher morning values can be ex-
plained by the overnight recovery phase. The fourth par-
ticipantorganizedthetrainingcampandthusexperienced
highphysicalstressparticularlyatthebeginning.Thelow
morning values are thus possibly an expression of phys-
icalstress.Asithappened,theoneemployedparticipant
wasalsolessphysicallyfit.Fortherelativelyhighphysical
stress, the AOP reserves are apparently not sufficient.
In summary, it can be stated that the parameter AOPU is
more sensitive than the parameter AOPtotal. For the para-
meter AOPU, individual curves are shown which indicate
a correlation between psychological and physical stress,
whichwereconfirmedbythesubjectivestresslevel(data
not shown). Under continuous physical stress, the AOPU
decreases continuously. This is where preventive meas-
urescanbestarted,e.g.,antioxidativediet(consumption
ofcompoundswithhighAOP)andmeasurestocounteract
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in order to examine this connection, and simultaneously
analyzeindividualinterdependenciesandintroduceAOPU
monitoring.
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Das antioxidative System ist ein Mechanismus, der Kör-
perzellen vor endogenen und exogenen freien Radikalen
schützt und ein Gleichgewicht herstellt, das einerseits
die körpereigenen Radikalwirkungen ermöglicht, aber
andererseits schädigende Wirkungen durch exogene
Radikale verhindert [1]. Damit kommt es zur Abnahme
toxischer Radikalwirkungen und zur verminderten Schä-
digung des Organismus. Substanzen, die mit Radikalen
unter Aufhebung des radikalischen Zustands reagieren,
werden als Antioxidantien bezeichnet [2]. Das antioxida-
tiveStoffwechselsystemistkomplexundmitvielenande-
ren Stoffwechselsystemen des Körpers verbunden. Eine
entstehendeDysbalancekannKrankheitenverursachen
oderbestehendeKrankheitenverschlimmern.Eskonnte
nachgewiesen werden, dass die Aktivität des Immunsys-
tems stark mit dem antioxidativen Stoffwechselsystem
verbunden ist [3], [4], [5]. Ebenso ist bekannt, dass kör-
perliche Belastung u.a. zu einer Radikalbildung führt [6],
sodassdieBildungfreierRadikalebeikörperlicherBelas-
tung deutlich höher als in Ruhephasen (basal) ist [7].
UnterTrainingsbedingungenwerdenbiszu5%deraufge-
nommenen Sauerstoffmoleküle in Superoxidradikale
umgewandelt [8]. Außerdem kann eine lokale inflamma-
torische Reaktion im Muskelgewebe zu vermehrter Bil-
dung freier Radikale führen. Ursache hierfür ist die Infil-
tration von Leukozyten in das durch die körperliche Be-
lastung entzündete Muskelgewebe [9]. Die Leukozyten
produzieren freie Radikale, die als second messenger
fungieren [10].
Als Folge einer Radikalbildung ist zu erwarten, dass das
antioxidatives Potential (AOP) absinkt.
Ein in vivo Nachweis von Radikalen ist kaum möglich, da
dieseextremreaktivundkurzlebigsind.Andererseitsgibt
es verschiedene biologische Marker, um Reaktionspro-
dukte von Radikalen nachzuweisen, z.B. das oxidierte
Guanosin (8-oxo-dG) als Marker für radikalische DNA-
Schädigung, das im Urin ausgeschieden wird, die Lipid-
peroxidation von n-3 Fettsäuren durch Radikale [11],
[12], für die das ausgeatmete Ethan als Marker verwen-
det wird und die Bestimmung des β-Karotin-Gehalts in
der Haut [13], [14], [15].
Substanzen,diemitRadikalenunterAbbruchderradika-
lischenKettenreaktionreagierenkönnen,habenredukti-
ven (antioxidativen) Charakter. Die Summe der in einem
System vorliegenden antioxidativen Substanzen wird als
AOP(AntioxidativesPotential)bezeichnet,einBegriff,der
1989 von Popov und Lewin eingeführt wurde [16]. Das
AOP wird durch eine Reihe von Verbindungen bestimmt,
die in unterschiedlicher Konzentration vorliegen können
[16],[17].Eshatsichalssinnvollerwiesen,zwischender
integralenantioxidativenKapazitätwasserlöslicher(anti-
oxidative capacity of water-soluble components, ACW)
und fettlöslicher Substanzen (antioxidative capacity of li-
pid-soluble components, ACL) zu unterscheiden. Die An-
gabederACWerfolgtüblicherweiseinAscorbinsäureäqui-
valenten, die ACL wird in Troloxäquivalenten angegeben.
InunterschiedlichenbiologischenSystemenwirddasAOP
durch verschiedene Substanzen bestimmt. Im menschli-
chen Blutplasma werden Harnsäure, Ascorbinsäure, bi-
lirubingebundenes Albumin und Coeruloplasmin als
Hauptbestandteile der ACW angesehen [18]. Die biologi-
scheBedeutungdieserVerbindungenunterscheidetsich.
Im Plasma ist der Hauptbestandteil des AOP Harnsäure.
Ein weiterer wichtiger Bestandteil des AOP ist Ascorbin-
säure.WenndasAOPalsSummenparametererfasstwird,
z.B. mittels Chemolumineszenz, wird eine Reihe unbe-
kannter Verbindungen, die ebenfalls als Radikalfänger
wirken, mit erfasst.
Im Gegensatz zu normaler sportlicher Betätigung ist
Leistungssport eine Form von Stress für den menschli-
chen Körper [19]. In der Psychologie wird Stress als eine
andauernde aversive Situation definiert, deren Vermei-
dung subjektiv wichtig erscheint und von der das Indivi-
duum nicht die Gewissheit hat, sie beenden zu können
[20]. Dabei muss man zwischen kontrollierbarem positi-
vem Stress und unkontrollierbarem negativen Stress
unterscheiden. In der Medizin ist Stress ein Faktor, der
die Gesundheit des Menschen gefährdet. Wird der Sym-
patikus durch Stress aktiviert, schüttet der Körper ver-
mehrt die Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin
aus. Stress kann auch über das Hormon Cortisol negativ
wirken. Daneben führt Stress zur Bildung freier Radikale
[21], [22]. Die klinisch chemische Messung von Hormo-
nen ist aufwendig und die Korrelation mit dem Ge-
samtstressisthäufigfraglich.DerParameterAOPkönnte
hierzu eine Alternative darstellen, da er als Summenpa-
rameter leicht erfassbar ist und ein Maß für die Radikal-
belastung darstellt. Deshalb sollte in der vorliegenden
Studie untersucht werden, ob das AOP als Screening-Pa-
rameter zur Erfassung von körperlichem Stress geeignet
ist.
Material und Methoden
Es wurden zwei separate Studien durchgeführt. Studie I
fand während eines Trainingslagers von Taekwondo-
Sportlern statt. Es nahmen 17 Probanden (14 Männer,
3 Frauen) teil. Die Sportler absolvierten 8 Tage lang je
zwei Trainingseinheiten von 1,5 h pro Trainingstag. Es
wurden jeweils zwei Urinproben pro Sportler und Tag ge-
sammelt,einemorgensvordemTrainingundeineabends
nach der zweiten Trainingseinheit. Die Proben wurden
codiert und sofort bei –20°C eingefroren. Mit erfasst
wurdenKörpermaße,BlutdruckundPulsderProbanden.
In den Urinproben wurden die Parameter AOPgesamt und
Harnsäure-unabhängiges AOP (AOPU) sowie der Gehalt
an Harnsäure und Kreatinin bestimmt. Vor der Analyse
wurdendieProbenüberNachtimKühlschrankaufgetaut
und nach kurzem Durchmischen zentrifugiert, um
Schwebstoffe und Sediment abzutrennen.
An der Studie II nahmen fünf männliche Taekwondo-
LeistungssportlerdiesichaufdieMeisterschaftvorberei-
tensollten.DasTrainingsniveaudieserSportlerwarhöher
als in Studie 1 und die Belastung deutlich intensiver als
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inStudieI.ImUnterschiedzudenTeilnehmernderStudie
IwurdendieSportlereinheitlichtrainiertundnahmendie
exakt die gleiche Ernährung zu sich. Die Studie dauerte
5 d. In den übrigen Parametern glich der Ablauf der
Studie I.
AOPgesamt und AOPU wurde mittels Chemolumineszenz mit
dem Photochem
® (Analytik Jena, Jena) bestimmt. Es
wurde die Softwareversion 5.1.12 verwendet. Photome-
trische Messungen wurden am Spektrometer Ultrospec
4.000(PharmaciaBiotech,Schweden)durchgeführt.Die
eingesetzten Chemikalien hatten, wenn nicht anders
ausgewiesen, p.a. Qualität. Für alle Untersuchungen
wurde Reinstwasser verwendet (Reinstwasser-System,
SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbüttel). Die verwendete Uricase (Serva, Heidelberg)
hatteeineAktivitätvon4,43U/mg.Diedaraushergestell-
te Reaktionslösung war bei 4°C für 7 h haltbar.
Für die Bestimmung des AOPgesamt und des AOPU wurde
der ACW-Kit (Analytik Jena, Jena) verwendet. Die Bestim-
mungderHarnsäureerfolgtemittels5+1FluidHarnsäure
Kit(MTI-Diagnostics).FürdieKreatininbestimmungwurde
der DRI
® Creatinin-Detect
®-Test (microgenetics GmbH)
eingesetzt.
Zur Bestimmung des AOPgesamt wurden die im ACW-Kit
enthaltenenReagenzienR1(Diluent),R2(PufferpH14),
R 3 (Photosensitizer) und R 4 (Ascorbinsäure-Kalibrierlö-
sung) in den in Tabelle 1 angegebenen Mengen einge-
setzt.
Bei der ACW-Bestimmung wurde der zentrifugierte Urin
1:20, bei der AOPU-Bestimmung 1:10 verdünnt und bis
zur Messung bei 4°C aufbewahrt. Bei der Bestimmung
des AOPU wurden zum Harnsäureabbau zu 10 µl der
zentrifugierten und verdünnten Urinprobe (1:10) 10 µl
Uricase-Lösung (8 U/10µl) gegeben (Tabelle 1). Das
Ganzewurde für 5 min bei 37°C inkubiert. Anschließend
erfolgte die Zugabe der Reagenzien entsprechend den
Angaben in Tabelle 1. Für die Messung ist von entschei-
dender Bedeutung, dass R 1 und R 2 Raumtemperatur
haben. Dagegen müssen der Photosensitizer (R 3) und
die Ascorbinsäurelösung (R 4) ständig bis unmittelbar
vor Zugabe zur Reaktionsmischung bei 4C° in einer se-
paraten Box gekühlt werden [23].
Die Berechnung der Ascorbinsäure-Äquivalente erfolgt
mit Hilfe der Formel:
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm
PASW Statistics 18
® (IBM) durchgeführt. Es wurden die
ParameterfürdiedeskriptiveStatistikbestimmt,Korrela-
tionennachPearsonberechnetundaufSignifikanzgetes-
tet.
Ergebnisse
Studie I
In den Urinproben wurden die Parameter Harnsäure,
AOPgesamt und AOPU bestimmt und auf die Kreatininaus-
scheidung normiert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 zu-
sammengefasst.
UmAussagenüberdasVerhältnisderParameterAOPgesamt
und AOPU zu treffen, wurde Anteil der Harnsäure am
AOPgesamt(alsDifferenzzwischenAOPgesamtundAOPU)ermit-
telt (Tabelle 3).
Für jeden Probanden wurden die Verläufe des Harnsäu-
respiegels, von AOPgesamt und AOPU graphisch dargestellt.
Ungerade Zahlen bezeichnen die morgendlichen Mess-
werte, gerade Zahlen die abendlichen Messwerte.
DerHarnsäurespiegelkorrelierthochsignifikantmitdem
AOPgesamt (r=0,42, p=0.001, Abbildung 1). Ein Beispiel für
denindividuellenVerlaufdesAOPunddesHarnsäurespie-
gels ist in Abbildung 2 widergegeben.
Die AOPU-Werte lagen deutlich unter den Werten für das
AOPgesamtundkorreliertennichtmiteinander.ZweiBeispiele
für einen individuellen Verlauf sind in den Abbildung 3
und Abbildung 4 dargestellt. Der Sportler 12 (männlich,
21 Jahre) wurde ausgewählt, weil er dem typischen Ver-
lauf in Studie II entsprach. Die anderen Sportler von
StudieIzeigtensehrunterschiedlicheVerläufe.Dashatte
offensichtlich verschiedene Ursachen wie Adipositas, Er-
nährung,unterschiedlicheTrainingsbelastungundunter-
schiedliches Alter (5 Teilnehmer unter 17 Jahre alt).
Bei Sporler 12 (Abbildung 3) nimmt das AOPU bis zum
Ende des zweiten Trainingstags ab. Nach Anpassung an
die Trainingsbelastungsteigen die AOPU-Werte zunächst
etwas an und fallen dann wieder ab und bleiben
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Tabelle 3: Prozentualer Anteil der Harnsäure im Parameter AOPgesamt
Abbildung 1: Korrelation zwischen Harnsäurewerten und AOPgesamt
schließlich mit kleinen Schwankungen niedrig. Häufig
sind die Werte morgens höher als abends (Abbildung 3).
Bei dem Manager des Traininglagers, der nicht am Trai-
ningteilnahm(männlich,42Jahre)weistdasAOPUeinen
anderen Verlauf auf. Bis zum 5. Tag steigen die Werte
an, danach kehren sie bis etwa auf den Ausgangswert
zurück. Abends sind die Werte häufig höher als morgens
(Abbildung 4).
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Benkhai et al.: Kann körperlicher Stress mit dem Parameter antioxidatives ...Abbildung2:VerlaufdesHarnsäurespiegels,desgesamtemantioxidativenPotentials(AOPgesamt)unddesHarnsäure-unabhängigen
antioxidativen Potentials (AOPU) bei Sportler 12 (auf Kreatininausscheidung normierte Werte)
Abbildung3:VerlaufdesHarnsäure-unabhängigenantioxidativenPotentials(AOPU)beiSportler12(aufKreatininausscheidung
normierte Werte)
Studie II
IndieserStudielagbeiviervonfünfSportlerneinähnliche
Reaktionsmuster vor, so dass die Werte zusammenge-
fasst wurden (Abbildung 5). Es ergibt sich ein ähnlicher
Verlauf wie in Abbildung 3. Mit zunehmender Trainings-
dauer fällt das AOPU ab, wobei sich ab Messpunkt 4
morgenshöhereWertefürdasAOPUalsabendsergaben.
Die Standardabweichung zeigt eine eindeutige Tendenz
derAbnahmevomTrainingsbeginnbiszumTrainingsende
(Abbildung 5).
Der Sportler mit abweichendem Verhalten des AOPU war
im Gegensatz zu den anderen 4 Sportlern (Studenten
oder Auszubildende) ein Arbeitsnehmer. Sein AOPU-Aus-
gangswert lag etwa auf dem Niveau der anderen Aus-
gangswerte, fiel dann aber drastisch bis fast auf null ab.
Trotz einer kurzen Erholungsphase im weiteren Verlauf
ließ sich insgesamt ein Abfall feststellen (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Verlauf der Mittelwerte des AOPU bei 4 Leistungssportlern der Studie II (auf Kreatininausscheidung normierte
Werte)
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Diskussion
Im Rahmender Studiesollte geklärt werden, ob es einen
Zusammenhang zwischen körperlicher Belastung und
Veränderung des Gehalts an antioxidativen Substanzen
(AOP) gibt. Entsprechend dem Studiendesign war klar,
dassfürdieAnalytiknurSpontanurinzurVerfügungsteht.
DieSammlungvon24hSammelurinwäregünstiger,war
aberauslogistischenGründennichtmöglich.EineBewer-
tung von Parametern im Spontanurin ist kompliziert, da
dieser mehr oder weniger verdünnt sein kann. Insbeson-
ders nach körperlicher Belastung wie im vorliegenden
FallistmiteinerAufkonzentrierunginfolgevonSchwitzen
zu rechnen. Um dieses Problem zu umgehen, bestimmt
man zusätzlich den Kreatiningehalt des Urins. Unter der
Voraussetzung, dass die Kreatininausscheidung in 24 h
relativ konstant ist, können die Messwerte auf eine mitt-
lereKreatininausscheidungbezogenwerden.Üblicherwei-
se geht man von einer durchschnittlichen Kreatininaus-
scheidung von 1 g/24 h aus. Ein analoger Bezug auf
KreatininistbeiUntersuchungenzumIodmangelscreenig
üblich und liefert vergleichbare Ergebnisse zu Untersu-
chungen von 24 h Sammelurin [24]. In dieser Studie
wurden daher alle Messwerte auf die Kreatininausschei-
dung normiert. Berücksichtigt werden muss, dass Le-
bensalter, Geschlecht, Muskelmasse und Ernährung
einenEinflussaufdieKreatininausscheidunghaben[25]
und der Bezug auf die Kreatininausscheidung nur eine
Näherung darstellt [26]. Bei Kindern unter 6–8 Jahren
ist diese Methode nicht anwendbar, da aufgrund der ge-
ringen Muskelmasse eine geringere Kreatininausschei-
dung [27] vorliegt. Sportler dieser Altersgruppe waren in
der Studie jedoch nicht vertreten.
BeiderAuswertungfälltauf,dassinsbesonderediePara-
meter Harnsäure und AOPgesamt in Studie I eine große
Streuung aufweisen (Tabelle 2), d.h. es gibt große indivi-
duelle Unterschiede. Die Harnsäuregehalte variieren
zwischen 2,24 und 1179.5 mg/g Kreatinin mit einem
Mittelwert von 203.5 mg/g Kreatinin. Die AOPgesamt-Werte
liegen zwischen 19,1 und 4993,6 mit einem Mittelwert
von 497,2 mg/g Kreatinin. Der Mittelwert der AOPU-
Werte liegt mit 85,4 mg/g Kreatinin bei 17,2% des
AOPgesamtundweisteinenBereichzwischen4,2und588,2
mg/g Kreatinin auf (Tabelle 2).
Es gibt eine Reihe von Untersuchungen [28], [29], [30],
[31],diezuderFeststellungkommen,dassdieHarnsäure
einen wesentlichen Anteil am AOPgesamt ausmacht. Aller-
dings gibt es bisher keine Angaben zum Verhältnis AO-
PU/AOPgesamt bzw. zum Anteil der Harnsäure am AOPgesamt
in Urinproben. Vergleiche zwischen beiden Parametern
sind nur für Serum bzw. Blutplasma bekannt. Hier findet
man Angaben von 33 bis 60% (Tabelle 4).
Beim Vergleich des Harnsäureanteils ist zu beachten,
dassdieWertemitunterschiedlichenMethodenermittelt
wurden. Der hohe Harnsäureanteil bei der Methode zur
ErfassungdesTotalRadical-trappingAntioxidantParame-
ters und der Ferric-reducing Ability of Plasma (FRAP)
kommt dadurch zustande, dass bei beiden Methoden
nicht zwischen ACW und ACL unterschieden wurde, son-
dern quasi ein Gesamtwert bestimmt wurde [28], [29],
[30],[31].DagegenwurdebeiderBestimmungderTrolox
EquivalentAntioxidantCapacity(TEAC)nurderACLermit-
telt. Diese Untersuchung bezieht sich auch auf Serum.
Der niedrigere Harnsäureanteil der Arbeitsgruppe von
Miller et al. resultiert aus der geringen Fettlöslichkeit der
Harnsäure [32]. Dafür fiel der Anteil der Proteine auf
Grund der höheren Lipidlöslichkeit höher aus.
In unserem Probandenkollektiv beträgt der Anteil des
AOPU ca. 25% vom AOPgesamt. Das bedeutet, dass die
Harnsäure in Urinproben etwa 75% des AOP ausmacht
(Tabelle 3). Die von uns verwendete Methode ist mit der
TEAC-Methode vergleichbar. Allerdings bestehen Unter-
schiede im bestimmten Parameter (ACW in unserer Stu-
die, ACL in der TEAC-Methode). Man kann aber davon
ausgehen,dassfürUrinprobenderACWderentscheiden-
de Parameter ist.
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Da das AOPgesamt zu 77% den Harnsäuregehalt widerspie-
gelt und diese Parameter signifikant miteinander korre-
lieren(Abbildung1),istdieAussagefähigkeitdesParame-
tersAOPgesamtfürmedizinischeStudienbegrenzt.Ausdem
parallelen Verlauf der Kurven für Harnsäure und AOPgesamt
wirddeutlich,dassderParameterAOPgesamtbeiUrinproben
im Wesentlichen die Schwankungen der Harnsäurekon-
zentration widerspiegelt (Abbildung 1 und Abbildung 2).
DurchdenbestimmendenHarnsäureeinflussverliertder
Parameter AOPgesamt erheblich an Sensitivität, da der Ein-
fluss von Verbindungen mit antioxidativem Potential, die
in geringeren Konzentrationen als Harnsäure vorliegen,
überdeckt wird. Sinnvoller erscheint deshalb die Bestim-
mungdesAOPU.DassdieserParametergrößenordnungs-
mäßig deutlich geringer als das AOPgesamt ausfällt, wird in
Abbildung 2 deutlich. Allerdings waren die individuellen
Unterschiede auch bei diesem Parameter beträchtlich
(Tabelle 2). Eine statistische Auswertung über alle
17 Probanden im Sinne einer epidemiologischen Studie
wie z.B. beim Iodmangelscreening erwies sich als wenig
aussagekräftig,daindividuellunterschiedlicheReaktions-
muster auftraten. Auch die Elimination der Daten von
Personen unter 17 Jahren (Berücksichtigung der Abwei-
chungen im Kreatininstoffwechsel bei Jugendlichen)
führte zu keiner übersichtlicheren Datenlage auf Grund
der Heterogenität der Sportlergruppe, des unterschiedli-
chen Trainingsstandes, Unterschieden in der Ernährung
und der nicht so starken körperlichen Belastung wie in
StudieII(datanotshown).Vielmehrzeigtesich,dasseine
Bewertung des AOP personenbezogen erfolgen muss.
Das wird im Folgenden an 2 ausgewählten Beispielen
erläutert.
Beim Sportler 12 (Abbildung 3) zeichnet sich ab, dass
der Körper in der Anpassungsphase auf AOP Reserven
zurück greift, wodurch das AOPU tendenziell abnimmt.
Danach wird das AOP durch das Training vermindert.
Nachts in der Ruhephase erfolgt eine Regeneration, so
dass die Werte morgens höher als abends sind. Darüber
hinaus wird deutlich, dass eine Tendenz zur Abnahme
des AOPU während des Trainingslagers besteht. Infolge
der körperlichen Belastung wird auf die antioxidative
Reserve des Körpers zurückgegriffen, die Regeneration
ist aber nicht hundertprozentig.
Die Verlaufkurve des Studienmanagers, der nicht aktiv
am Training teilnahm, sondern die Organisation des
Trainingslagers durchführte, bietet ein anderes Bild (Ab-
bildung 4). Das AOPU erreicht ein Maximum etwa zum
Zeitpunktder Hälfte des Traininglagers. Die Werte waren
im Gegensatz zu Sportler 12 morgens niedriger als
abends. Eine Erklärung für diesen Verlauf dürfte der
morgendlichepsychischeStressbeiderOrganisationdes
Traininglagers sein.
Bei Studie II zeigte sich, dass vier von fünf Sportlern die
gleiche Tendenz beim Verlauf des AOPU wie der Sportler
12 aus Studie I hatten. Nach einer initialen Anpassungs-
phase, in der die Werte sinken, folgt die Phase, in der
sich die Werte stabilisierten, wobei am Ende der Studie
die AOPU-Werte deutlich niedriger waren als zu Beginn.
Bei drei der vier Sportler lagen die morgendlichen Werte
nachderAnpassungsphaseimmerüberdenabendlichen
Werten. Bei dem vierten Sportler war das nur an den
letzten beiden Tagen der Fall, davor lagen die morgendli-
chenWerteunterdenabendlichen.Diehöherenmorgend-
lichen Werte lassen sich durch Erholungsphase über
Nacht erklären. Der vierte Sportler organisierte das Trai-
ningslager und hatte damit insbesondere zu Beginn ho-
hen physischen Stress. Die niedrigen morgendlichen
Werte sind also möglicherweise ein Ausdruck von physi-
schem Stress.
DerabweichendreagierendeSportler5(Abbildung6)war
Arbeitnehmer,undesstelltesichzusätzlichheraus,dass
er einen niedrigeren Trainingsstand hatte. Damit war die
BelastungfürihnbeiBeginndesTraininglagersgravieren-
der als für die ausgeglichen trainierten Schüler und Stu-
denten.FürdierelativhoheBelastungreichenoffensicht-
lich die AOP-Reserven nicht aus. Erst nach einigen Tagen
konnte sich sein Körper an die Belastungen anpassen.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der
Parameter AOPU sensitiver als der Parameter AOPgesamt
ist. Für den Parameter AOPU lassen sich individuelle
Verlaufskurvendarstellen,dieeineKorrelationzupsychi-
schenundphysischenStresszeigen,wasdurchErhebung
der empfundenen Stresslevel bestätigt wird (data not
shown). Durch körperliche Dauerbelastung kommt es zu
einerkontinuierlichenAbnahmedesAOPU.Hiereröffnen
sichAnsatzpunktezurPrävention,z.B.durchantioxidative
Ernährung (Aufnahme von Stoffen mit hohem AOP) und
Maßnahmen zum Stressabbau (z.B. Schlaf, Erholung).
WeitereStudiensindgeplant,umdiesenZusammenhang
zu untersuchen, gleichzeitig individuelle Abhängigkeiten
zu analysieren und ein AOPU-Monitoring einzuführen.
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